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ブラ ジカン テル に よる Schistosoma mansoni 


の 虫 卵 の 和解 化 に 関す る 研究 
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Studies on Praziquantel-induced Hatching of the Eggs of Scistosoma mansoni 
Tatsuya Katsumata (Department of Parasitology, Institute of Tropical Medicine, Nagasaki 


University) 


Abstract: Praziquantel-induced hatching of Schistosoma mansoni eggs was studied. In 
phosphate buffered saline(PBS)with osmolarity of 365 mOsM or 465 mOsM, most 
miracidia enclosed within the egg shell were immotile. Once praziquantel(PZQ)was added 
to PBS to give a final concentration of 1 一 100 wg/ml, miracidia began to take a 
screwlike or rotary motion within the shell. And then the egg shell was ruptured and 
miracidium was released. Thirty-six percent of the mature eggs hatched in PBS(465 
mOsM) cotaining PZQ at a concentration of 100 «g/ml during the observation period of 2 
hours at 25C. The corresponding hatching rate of eggs in PBS without PZQ was 8.3%. 

PZQ-induced hatching was partially inhibited by EGTA(5mM), Lanthanum 
chloride (0.1—0.5mM)and Ruthenium Red(0.5-—1mM). Calcium ionophore (A23187) 
stimulated the miracidia to swim within the shell and to hatch. Calcium ionophore, at a 
concentration of 10-74 M, allowed 20% of mature eggs to hatch in PBS(365 mOsM) dur- 
ing the observation period of 2 hours. When the eggs were incubated in high concentra- 
tion of CaCl, solution(112mM), the miracidia became motile in some eggs, but they did 
not hatch. 

The break of the shell was most frequently located on the long axis of the shell op- 
posite the spine. The edges of the broken shell were sharp, uniform in thickness, and 
complementary throughout the orifice. The proteinase inhibitors failed to inhibit PZQ-in- 
duced hatching. The possible role of Ca++ in PZQ-induced hatching process of S. man- 


sont eggs was disussed. 
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縮 言 

住 血 吸虫 虫 卵 は 生理 食塩 水中 に 長 時 間 保存 され て 
SILA CPHL LOD, K ( 低 浸透 圧 溶 液 ) に 暴 
INDL, 速やか に 鋼 化 する . Z ORMLO RF IC 
関し て は 種々 の 仮説 が 提唱 され て いる が (Kusel, 
1970; Bair & Etges, 1973; Kassium & Gilbert- 
son, 1976; Samuelson, 1984; Xu & Dresden, 
1986), いま だ に 不明 な 点 が 多く 定説 を 見 な い . 

近年 Matsuda ef g7.(1983) は , PEREA 
praziquantel(PZQ) が 生理 食塩 水 に 漬かっ た 日 本 住 
MAE Schistosoma japonicum の 忠 卵 卵殻 内 の 幼 
BE (ミラ ンジ ウム ) の 運動 を 活発 化し , WHE Z mie 
させ る と いう 興味 ある 報告 を 行っ た . PZQ に よる 
名 化 の 機 序 を 明らか に する こと は , 水 に 暴露 され た 
虫 卵 の 身 化 の 機 序 の 解明 に も 役立つ も の と 思わ れ 
ae 

PZQ の 抗 成虫 作用 と その 機 序 た 関し て は 多く の 
研究 が 発表 され て いる (Andrews, 1985). PZQ 
の 殺 成 虫 作用 の 中 で 特に 重要 な も の は 躍 体 の 筋 収縮 

(Pax et al., 1978) と 外 度 の vacuolization (Bricker 
et al, 1983) CHS. これ ら 虫 体 の 生理 的 変化 の 機 
序 は PZQ の 膜 脂質 へ の 作用 の 結果 Catt か が か 貝 体 
へ 流入 する こと に よる と され て いる (Andrews, 
1985). 一 方 , PZQ に よる 卵殻 内 ミラ ンジ ウム へ 
の Catt の 流入 が 考え られ, その 結果 ミラ シン ジウ 
A の 運動 が 活発 化 さ れ 遇 化 が 促進 され る こと が か 考え 
られ る . 

そこ で 本 研究 で は , マン ソン 住 血 吸 虫 S, mansoni 
ORIN AVC, PZQ へ 暴露 され た 上 忠 卵 卵 帝 内 の 
ミラ ンジ ウム の 運動 と 敵 化 現象 を 観察 し , WHE è 
Catt と の 関係 を 追求 し た . 


材料 と 方 法 

ERRE: 当 教 室内 で 継 代 維持 し て いる ケニア 
ES. mansoni を 用 いた . 

RIN: ハム スタ ー に ネン ブタ ー ル 麻酔 下 に 経 皮 
的 に セル カリ ア ( 約 200/7) を 感染 させ た . 8 
ー 9 週 後 へ ハム スタ ー を ネン ブタ ー ル 麻酔 下 に 開腹 , 
FUR eRe, 左 心 室 よ り ヘ パリ ン 人 入 有 0.1M 
phosphate buffered salin (PBS) (pH 7.4) TEM 
し 肝臓 より 血液 を 除き , 肝臓 を 採取 した. 肝臓 を 氷 


傘下 ブレ ンダ ー (日 本 精機 , エー ス ホ モ ジ ナ イ ザー 
AM-3) で 破砕 し (750x 5 分 ), 37 で 恒温 振 強 槽 中 
で , 0.1% ア クチ ナー ゼ ぞ 消 化 液 (0.1M PBS, pH 7. 
4 ) を 用 い 2 時間 消 化し た (肝臓 1 個 あ た り 100ml 
の 消化 液 を 使用 ) 後 , 0.1M PBS(pH 7.4) 100ml 
(に ュ コラ ゲ ナ ー ゼ 50mg と アク チ ナ ー ゼ 100mg を 溶解 し 
た コラ ゲ ナ ー ゼ ぞ 消 化 液 を 用 いて 2 時間 消化 し, その 
後 , 0.1M PBS(pH 7.4) で 5 て に て 1500rpmx 5 
分 の 遠心 洗浄 を 7 回 繰り 返し た . BRAE k AR 
化 を 防ぐ た め に , 本 実験 で 用 いた PBS に は NaCl 
を 加え 浸透 圧 を 365mOsM また は 465mOsm に 調整 
ba 

PZQ (CL ARE : (RBI ARHED OR 
め に 365mOsM また は 465mOsM に 調整 し た PBS 
液 に 虫 卵 を 保存 し た CRON AIR). 組織 培養 マル 
チ プ レー ト UAR, 住友 ベー クラ イト MS30240) 
1 穴 あ た り の 1ml の 虫 卵 保存 液 ( 約 200 個 の S. 
mansoni の 虫 卵 を 含む ) を 入れ PZQ(Drocit® 
Bayer) を 終 濃度 1 一 100gg/ml と な る 様 添加 し た . 
プレ ー ト を 室温 , また は 37 て で 30W 蛍光 灯 下 30cm 
に 静 賀 し , 倒立 顕微 鏡 (NIKON, DIAPHOT- 
TMO を 用 いて 卵殻 内 の ミラ ンジ ウム の 運動 を 観察 
L, 一 定時 間 後 100d の ホル マリ ン 沙 液 を 加え 国 
E LIMES BM Li. MELE i ayes, OP 
BOSON LEERD: FY UTA, R 
RRC ARS (変性 卵 , ACPADN ae BRS) を 計数 し た . W 
化 途中 の ミラ ンジ ウム は 身 化 し た も の と し て 遇 化 
K, (ミラ ンジ ウム 数 十 財 化 途中 ミラ ンジ ウム 数 ) / 
(ミラ ンジ ウム 数 十 骸 化 途中 ミラ ンジ ウム 数 十 未 朋 
(CES) x100, を 計算 し た . また , 標本 中 の 虫 
卵 の 水中 で の 負 化 能力 を 知る た め に , 虫 卵 標本 の 一 
部 に 十分 量 の 蒸留 水 を 加え て 一 定時 間 放 置 後 その 標 
本 の 剛 化 率 を 算出 し た . 

Catt キレ ー ト 楽 と Catt チャ ン ネ ル 牛 抗 物質 
の PZQ に よる 映 化 の 抑制 EGTA, Ruthenium 
Red(RR) を 溶かし た 0.1M PBS(pH 7.4, 365 
mOsM) と Lanthanum chloride(La サ ) を 溶かし た 
1.1% NaCl% (pH 5.8, 365mOsM) に 虫 卵 を 保存 
L, 一 定時 間 後 PZQ CHE HLT Y bh RO 
ル と 比較 し , 試 楽 に よる 時 化 抑 制 を 調べ た . 


高 濃度 Cat ROMER: 112mM 


CaCl, # (NaCl 液 に 溶解 し て 365mOsM に 調整 , 
pH 5.2) と 312mM CaCl, 水溶 液 (960mOsM, 
pH 5.2) に 虫 卵 を つけ 卵殻 内 ミラ ンジ ウム の 運動 
と 岐 化 を 観察 し た . 

Catt イオ ノ フ ォ ア の 映 化 促進 効果 : 0.1M 
PBS(pH 7.4, 365mOsM) 及 び 5mM CaCl, を 信 
te NaCl 液 (pH 5.2, 365mOsM) に Ca++ イオ ノ 
フォ ア A23187 (Dimethylsulfoxide-DMSO- に 溶解 ) 
を 終 濃度 2 X10-6 一 1x10-4 M と な る よう に 添加 
Lr. DMSO 終 濃 度 は 1% と な る よう 調整 し た . 

サポ ニン に よる 膜 透過 性 の 元 進 の 舟 化 に お よ ぼ す 
影響 : 終 濃度 5 一 100zg/ml と な る よう に サポ ニ 
ン を 5mM CaCl eats BON (365m0sM) Jn 
を, 37 て で 2 時 間 反 応 さ せ た . 

Se Ay RSS AIC ES, プラ ジカン テル 刺激 
CEZIO: 8 PEOKSFEADHER 
阻害 剤 Bestatin, Antipain, Chymostatin, Leupep- 
tin, Phosphoramidon, E-64, Pepstatin, 
Elastatinal (~ 7+ FWA) を 1 DMSO 含有 
0.1 M PBS 溶液 に 溶解 し , 虫 卵 液 に 終 濃度 1 
mg/ml と な る よう に 溶解 し , 5 て に 静 置 し た . 16 
時 間 後 , 室温 に 戻し PZQ( 終 濃度 100g/ml) CRE 
を 刺激 し た . 

浸透 圧 測 定 : FISKE Osmometer OS 4! (Gk 
点 降 下 法 ) に て 測定 し た . 

許 化 虫 卵 卵 毅 の 走査 電子 顕微 鏡 に よ ょ る 観察 : 終 濃 
E 100zg7ml の PZQ 溶液 中 で 笛 化 し た 忠 卵 を 2.5 
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% グ ルター ル ア ル デ ヒ ド で 固定 し , エ タ ノ ー ル 脱水 , 
臨界 点 乾 燥 , 曰 金 パテ ラジ ウム 蒸着 後 , JEOL 100 
CX で 観察 し た . 


実験 結果 

1 PZQ に よる S. mansoni RINORE OER 
の 観察 

0.1M PBS(465mOsM) に つけ た 貝 卵 に PZQ を 
終 濃度 1 一 100zgml と な る よう に 添加 し , 卵殻 内 
ミラ ンジ ウム の 動き と 野 化 を 観察 し た . 0.1M 
PBS(465mOsM) に つか っ た 虫 卵 で は 卵殻 内 ミラ ン 
ジウ ム は 瞬時 。 まれ に 動く の み で 笛 化 は ほとん ど 起 
こら な い . し か し , PZQ を 加え る と (使用 し た い 
ずれ の 濃度 で も ) ミラ ンジ ウム は 卵殻 内 で 活発 に 動 
き 始 め , vitellin fluid 中 の vacuole も 激しく 動き , 
激しい 回 転 運動 中 に , 一 部 の 虫 卵 で は 映 化 が 起こ る . 
Table 1. に 示す ご と く 衝 化 は PZQ の 濃度 に 依存 
する .100xg7ml OEE COMMER IT 1 時 間 で 20%, 
2 時 間 で 36% で あっ た . 時 化し た ミラ ンジ ウム は 活 
発 に 運動 を 続け する が , COBDS iL BAO MICRA 
部 を 有 し , X, 遇 化 後 卵殻 に 虫 体 の 一 部 が 付着 LOD 
毅 か ら は な れ な いも の も 多い . 2 時 間 で 骨 化 率 の 観 
宗 は 止め た が , 2 時 間 後 $ 多 く の 虫 卵 で は 卵殻 内 の 
ミラ ンジ ウム が 運動 を 続け て いた . ] 

2 PZQ に よる 昧 化 で 生じ た 卵殻 の 裂傷 の 走査 
電子 顕微 鏡 に よる 観察 

笛 化 に より 生じ る 卵殻 の 裂傷 は 卵殻 の あら ゆる 部 


Table 1. Effect of praziquantel on hatching of S. mansoni eggs. 


Incubation hours 


ーー lhr. 2hrs. 
Conc. . 
Medium* of ace eggs No. of ・ hatched ms eggs Q: of ; hatched 
a i Rd miracidia hehed miracidia 
Zg/m 
water — — —- 
PBS — 277 25 8.3 
PBS ] 179 58 25 
PBS 10 147 67 31 
PBS 50 121 67 35 
PBS 100 152 o8 36 


*Omsolarity of PBS was 465 mOsM. 


**The date represents a pool of four experiments done at 25C. 
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Photo 1—4. Scanning electron, micrographs of egg shells from which miracidia were 
discharged. The break was formed parallel to the long axis of the shell opposite the 
spine (Photo. 1.), parallel or oblique to the long axis of the lateral side of the shell 
when the spine was viewed en face (Photo. 2. and 3.), or on the long axis of the 
spine side of the shell (Photo. 4.). Photo. 1. and 4. show miracidia emerging through 
the orifices. The central portion of the broken shell was curled over. Photo. 5. shows 
the edge at the broken area in high magnification. The edges were sharp, comlemen- 
tary and uniformly thick. 


Photo. 1. 


位 に 生じ る の で な く , 卵 帝 の 一 個所 (一 定 部 位 , 一 
定 方 向 ) に 生じ る . 本 研究 で 観察 され た 裂傷 部 位 を 
写真 に 示す . 

Photo. 1. は spine の 対 側が か 長 軸 方 向 に 像 けた 場 
合 , Photo. 2. は spine を 手前 に みて 右側 面 が 長 軸 
方 向 (また は 斜め ) に 裂け た 場合 , Photo. 3. は 
spine を 手前 に みて 左側 面 が 斜め (また は 長 坦 方 向 ) 
に 裂け た 場合 , Photo. 4. は spine 側が 長 軸 方 向 に 
裂け た 場合 で ある . 114 の 卵殻 を 観察 し た 結果 , 
の 裂け 方 が 最も 高 頻度 で 67 例 , Photo. 
2., 3., 4. は それ ぞ れ 36, 7, 4 例 で あっ た . IR 
は どの 部 位 が 裂け よう と も ゃ 直線 的 に 像 ける . 裂傷 部 
近く の 卵殻 は 外 徳 し , 卵殻 内 面 が 露出 する . 卵殻 の 
外 翻 の 少な い 例 で は , 裂傷 部 断面 は 比較 的 鋭利 F 
滑 で 断面 の 厚 さ は 均一 で ある (Photo. 5.). 先 に 述 
べた ご と さく, 通化 し た ミラ ンジ ウム が 卵殻 の 一 部 に 
附 着 し て 離れ な いも の も 多い (Photo. 1., 4.). 

3. WME RIES Catt の 影響 

成虫 に 対す る PZA の 作用 機 序 の 知見 か ら , IN 
内 ミラ ンジ ウム の PZQ に よる 活発 化 は , Catt に 
関係 する と 考え , Catt キレ ー ト 剤 及び Catt + 
ャ ン ネ ル 括 抗 物質 の , PZQ に よる 脚 化 促進 効果 の 
抑制 , さら に Catt イオ ノ フ ォ ア 及び 高 濃度 Ca 
H PR AD BUND REE, Catt FE Pic RIO 
透過 性 を 高め る 試み , さら に , 和 蛋白 分 解 酵素 イ ン ヒ 
ビタ ー の , PZQ KL SRM ERO MY AS 
Ne 

a) EGTA の PZQ に よる 笛 化 促進 効果 の 抑制 
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EGTA 5mM を 含む PBS(365mOsM pH 3.8) に 
虫 卵 を 4 で て で 24 時 間 保存 し , 室温 に も ど し て 
PZQ( 終 濃度 100gg/m1) で 刺激 し , WEEE S 
た . EGTA に 24 時 間 暴露 され た 虫 卵 は 水 に 暴 起き 
れる と 55% 映 化し た . この 値 は EGTA に 暴露 され 


Te ERIN OAH COMME (56%) と 有意 の 差 は な 


いこ と か ら EGTA は 虫 卵 に 対す る 毒性 は な いと 考 
えて よい . EGTA を 含ま な い PBS 中 に 保存 され 
た 虫 卵 は PZQ 刺激 に ょ より 19% が 届 化 し た が , 
EGTA が 含ま れる 標本 の 昧 化 率 は 5.7% と 極度 に 低 
か っ た . この 値 は PZQ で 刺激 を 受け な い 標本 の 身 
化 率 5.4% に 近い (Table 2.). 又 ミ ラン ジウ ム の 運 
動 を 観察 し た 結果 , EGTA 処理 虫 卵 は PZQ 刺激 
に ほとん と 反応 せ ず 回 転 運 動 も ほとん ど 見 られ な か 
oF. 

b) Cat チャ ン ネ ル 牛 抗 物 質 の PZQ に よる 時 
化 促進 効果 の 抑制 

Ruthenium Red( 終 濃度 0.1mM, 0.5mM, 1 
mM) を PBS に 溶解 し , Lanthanum chloride( 終 濃 
度 0.1mM, 1mM, 5mM) を NaCl 液 に 溶解 し . 
浸透 圧 を 365mOsM に 調整 し , 虫 卵 を 漬け , PZQ 
で 昧 化 を 惹起 させ た (Table 3.). Last, RR に 2 
Rees S tC RIN OWES (52%, 54%) は , 0. 
IM PBS t@ 2 RRBR 2: > 7 BIND 2K CO PLR 
(62%) と 有意 の 差 は な か っ た ( 表 に は 成績 は 示さ 
れ て いな い ). ユン トロ ー ル 標本 の PZQ 刺激 で は 
23% の 財 化 が み ら れ た が , Lat は 使用 し た 濃度 全 
TT, RR は 0.5mM ELEC, PZQ に よる 舟 化 を 


Table 2. Effect of EGTA on praziquantel-induced hatching of S. mansoni eggs 


Pre-incubated 


No. of mature 


No. of 


in* abe e eggs unhatched miracidia 7ohatched 
PBS Water sole" 424 56 
PBS PZQ 766 175 19 
PBS = 789 45 5.4 
PBS+EGTA Water 370 444 55 
PBS+EGTA PZQ 886 54 5.7 
PBS+EGTA = 675 17 265 


*The eggs were pre-incubated in PBS or PBS+5mM EGTA at 5C for 24 hours. 
**The eggs were stimulated to hatch at room temperature by praziquantel at a concentration of 


100zg/m] or low osmolarity (distilled water). 


***The data represents a pool of four experiments. 
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部 分 的 で ある が 抑制 した. ミラ ンジ ウム の 運動 の 観 
Bost RR お よび Lat が , PZO 刺激 に よる 回 転 
運動 を 減弱 させ る こと が わか っ た . 

c) Catt イオ ノ フ ォ ア の 由 卵 役 化 促進 効果 


Be Sts PBS KU, NaCl 液 に 5mM CaCl, 


を 添加 し た も の (いずれ も 365mOsM に 調整 ) に 終 
濃度 2 x10-6 一 1x10~-4 M A23187 を 加 ぇ 2 時間 
放置 し , Mba BS Lic. A23187 を 虫 卵 に 作用 さ 
せる と , 直ちに , 一 部 の 忠久 で あたかも PZQ THI 
激 さ れ た 虫 卵 の ご と く , 卵殻 内 で ミラ ンジ ウム が 回 


貝 卵 で も 回 転 運動 は 観察 し た 2 時 間 ま で 持続 し て い 
ee 

A23187 Rl av bh a RIN CRMEILA DH 
な か っ た が , A23187 を 含む 標本 は すべ て 2 時 間 の 
観察 で 8.4% 以 上 の 鋼 化 が み ら れ た . 特に 10~4M 
A23187 を 含む 標本 で は 20% EB PERO Boh 
た (Table 4.). CaCl, の 添加 の 効果 は みみ られ な か 
っ た . 

d RRE Ca RO RIOR RITE 

1 mM 112mM, 312mM の CaCl, Wie HOPS 


転 連動 を 開始 し 一 部 が 遇 化 し た . AEZ re bre 


Table 3. Effect of Lanthanum chloride and Ruthenium Red on praziquantel-induced 
hatching of S. mansoni eggs 


Medium" en eee 7ohatched 
PBS 763*** 12 1.5 
NaCl 1274 36 2.7 
PBS + PZQ** 1315 383 23 
NaCi+0.lmM La??+PZQ 1032 208 17 
NaCl+ 1 mM La++PZQ 1289 260 17 
NaCl+5 mM La?++PZQ 1320 199 13 
PBS +0.1mM RR +PZQ 703 196 21 
PBS +0.5mM RR +PZQ 742 93 11 
PBS +1 mM RR +PZQ 731 94 11 


*Osmolarity of all media but water was adjusted to 365 mOsM. 
The eggs were incubated at 25° for 2 hours. 

** Final concentration-100 pg/ml. 

***The deta represents a pool of four experiments. 


Table 4. Effect of Ca?+ ionophore (A23187) on hatching of S. mansoni eggs 


No. of mature No. of 


Medium” eggs unhatched miracidia 76hatched 
PBS 77O 7 0. 86 
NaCl 1203 li 0.91 
5mM CaCl, +NaCl+ 2x10-9M A23187 882 81 8.4 
5mM CaCl,+NaCl+ 10-3M A23187 770 99 12 
5mM CaCl, + NaCl+ 10~4M A23187 764 166 18 
PBS+ 2x10- 6M A23187 712 76 9.6 
PBS + 10-5M A23187 199 76 8.7 
PBS + 10-4M A23187 627 151 20 


*Osmolarity of medium was adjusted to 365 mOsM. 
The eggs were allowed to hatch at 37°C for 2 hours. 
**The deta represents a pool of four experiments. 


Fee SUINMAD S Fry 7 AOR) CE we ES 


し た . 1mM, 312mM CaCl, 液 中 で は 卵殻 内 の 
ラン ジウ ム の 運動 は は ほとん と 認め ぬら れ な い . し か し 
112mM CaCl, 液 中 で は 徐々 に 卵殻 内 で ミラ ンジ ウ 
ム が 回 転 運動 を する も の が み ら れ る よう に た なり, 30 
分 後に は コン トロ ー ル の NaCl 液 中 の 虫 卵 と の 差 が 
明らか と な る . 1 時 間 後 に 観察 し た 各 液 中 で の 運動 
する ミラ ンジ ウム を 有する 由 卵 の 割合 を Table 5. 
に 示す 。 1 mM, 312mM CaCl, 液 中 で は ほとん ど 
動く ミラ ンジ ウム は 認め られ な い が , 112mM CaCl, 
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液 中 で は 20% が 運動 し て いた . La loom cit 


する も の は わずか で , NaCl Wr COMMER £112 


mM CaCl, 液 中 で の 剛 化 率 に 有意 の 差 は な か っ た . 
ij, 312mM CaCl 液 中 の 躍 卵 は 高 浸透 圧 の 為 か 卵 
殻 の 内 方 へ の 陥 凹 し と ミラ ンジ ウム の 姜 縮 が み ら れ た . 
e) サポ ニン 処理 に よる 肛 透 過 性 序 進 の 虫 卵 身 化 
促進 効果 
PBS 躍 卵 液 (5bmM CaCl, を 含む 365mOsM) に 
5, 10, 50, 100gg/ml と な る よう サポ ニン を 加え , 


Table 5. Effect of CaCl, on motility of miracidia enclosed within the egg shell and 


hatching of eggs 


Motility* Hatching** 
No. of 
No. of | No. of 
Medium motile immotile  %activated | Mature No. Of “hatched 
miracidia miracidia o ied 

NaCl 
(465mOsM) 0 461 0 587 12 2.0 
1mM CaCl, + 
NaCl (465mOsM) 6 387 1.5 596 6 1.0 
112mM CaCl 
NaCl ( 465mOsM) 60 234 20 532 17 3.1 
312mM CaCl 

(980mOsM) i 8 402 2.0 462 6 1.3 
*Motility was observed one hour later. 

**Hatching was observed 2 hours later. 

Table 6. Effect of protainase inhibitors on praziquantel-induced hatching of 
S. mansoni eggs 
oe No. of mature No. of 

Inhibitor eggs unhatched miracidia hatched 
ーー 898 209 19 

LEU 1084 229 18 

PEP 953 202 17 

PHO 1123 177 14 

E-64 889 155 15 
_ELA 967 202 17 

CHY 1106 236 18 

ANT 1033 187 15 

BES 917 242 21 


The eggs were incubated in PBS containing protainase inhibitor at 5 て for 16 hours. 


The egg specimens were then stimulated to hatch at room temperature by praziquantel at a con- 


centration of 100 yg/ml for 2 hours. 


Abbreviation 


LEU: leupeptin, PEP: pepstatin, PHO: phosphoramidon, ELA: elastatinal, CHY: chymostatin, 


ANT: antipatin, BES: bestatin 
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37 て で 2 時 間 反 応 さ せ , 中 卵 の 航 化 を 観察 し た . + 
ポニ ン に より 剛 化 が 促進 され る こと は な か っ た . M, 
50gg7ml の サポ ニン 液 た に 2 時 間 放 置き され た 躍 卵 を 
水 に 暴露 する と 42% が 蜂 化 し た . 

f) 看 白 分 解 酸素 イン ヒビ ター の PZA KLAR 
化 促進 効果 の 抑制 

Xu and Dresden(1986) は Bestatin に より 水中 
COS. mansoni の 虫 卵 の 魚 化 が 抑制 され る こと を 
報告 した. PZA に よる 時 化 も 低 分 子 邊 白 分 解 酵素 
イン ヒビ ター に より 抑制 され る か 谷 か を 調べ る 目的 
T, イン ヒビ ビタ ー を 含む PBS に 申 卵 を 漬け 5 て に 
放置 , 16 時 間 後 室温 に も ゃ もどし PZA で 刺激 し た . 使 
用 し た 8 種 の イン ヒビ ター に は PZQ に よる 野 化 を 
抑制 する も る の は な か っ た (Table 6.). 


考 宗 

S. japonicum の 虫 卵 の 身 化 か PZQ CAE Sn 
る こと は 報じ られ て いる が (Matsuda et al., 
1983) AHA CHRALAR AD S. mansoni DR 
He PZA に ょ り 遇 化す る こと が 明らか と な っ た . 
PZQ (ICL OIRA: DY ey ASR し 始 
Dd, SOMC—-MORINOMRMILh i Fv VA 
が 遊 出 する . この 卵殻 内 ミラ ンジ ウム の 運動 は 水 に 
暴 震 され た 虫 卵 内 の ミラ ンジ ウム の 運動 と 全く 違い 
は 認め られ な い . Lo LRP CLIC A SRE 
( 1 時 間 で 70 一 80%) が を られ る か が か が, PZA で 刺激 
され た 0.1mM PBS(465mOsM) © SN OIE 
率 は 高々 36% で ある (PZQ 100ug/ml 中 で 2 時 問 
DIE). = ORME ODE tha COMED Be 
FEL PZQ ik ARMLOR OM CLAD D Ol 
れ な い . し か し , PZO に より 卵殻 内 ミラ ンジ ウム 
は 回 転 運動 を 始め る が , 他 に 何 か の 障害 を 受け て い 
る た め に 野 化 率 が 低下 する と も 解釈 され る . TOU 
由 は 1) 遇 化 し た ミラ ンジ ウム は 活発 に 動い て いる 
か 卵殻 に 付着 し , X, 体 部 の 一 部 が 狭 守 し た も ゃ の が 
多い こと , 2) 100ug/ml 濃度 の PZQ に 30 分 漬 か 
っ た 忠 卵 は 水中 で の 財 化 率 が 激減 する (Andrews, 
1978) こ と に よる . 

著者 は PZQ に よる ミラ ンジ ウム の 剛 化 の 機 序 に 
Cat の 関与 を 求め て 実験 を 進め た . PZA op 
血 吸 虫 成 虫 作 用 は 虫 体 へ の Catt 流入 で の ある と 


され , Lat (5mM) で 抑制 を 受け (Pax et al, 
1979), また Catt 非 存在 下 で は 効果 が 減少 する 
(Xiao et al., 1984) と いわ れ て いる . 著者 の 実験 で 
は Ca++ キレ ー ト 剤 (EGTA), Catt チャ ン ネ ル 
括 抗 物 質 (Lat, RR) に より 完全 で は な い が 部 分 
的 に PZQ の 逮 化 促進 効果 は 抑制 され た . EGTA 
DARIN Catt DAC RIND LOM ON 
mi, SRA, : Fe 7 AD BAS vitellin fluid) 
D are wr ss ih es, RR Was 人 が くに 
作用 し た か は 全く 不明 で ある が か が, 上 記 所 見 は PZQ 
に よっ て 惹起 され る 卵殻 内 の ミラ ンジ ウム の 運動 と 
舟 化 に は Cat+ が 関 石 し て いる こと を 強く 示唆 し 
て いる . PZQ は 2 価 イ オン と 結合 し て 複合 体 を 形 
成す る こと が で き な い の で Catt 4477474 
は 異な る が , PZQ は 成虫 外皮 脂質 に 作用 し Catt 
流入 を 起こ す と され て いる (Andrews, 1985). E 
卵 の 場合 も PZA と 卵殻 , 卵黄 膜 , ミラ ンジ ウム の 
外皮 の 脂質 が 反応 し , Catt が ミラ ンジ ウム に 流 
入 す る の で あろ うら う . 

著者 は Catt と ミラ ンジ ウム の 運動 , Bick o 
関係 を さら に 追求 する た め に , Catt を 虫 卵 へ 取 
り 込 ませ せる 実験 を 行っ た . Catt イオ ノ フ ォ ア に 
より 卵殻 内 ミラ ンジ ウム は 活発 に 運動 し 始め , 一 部 
が 財 化 し た . また , 高 濃度 Catt 液 12mM) に 
漬かっ た 虫 卵 の 約 20% に 卵殻 内 の ミラ ンジ ウム の 活 
発 化 が み ら れ た ( 野 化 は 起こ らち な か っ た が ). ミラ 
ンジ ウム へ の Catt の 流入 を 直接 証明 し て は いな 
WA, これ ら の 実験 は , S mansoni O BIPOW(E 
に は Ca++ mediated process が 関与 し て いる こと 
を 強く 示唆 し て いる . Catt 液 に 漬かっ た 上 虫 卵 の 
一 部 で ミラ ンジ ウム の 活発 化 が かみ られ た こと は , FF 
生理 的 で 異常 に 高い 外 液 の Car+ 濃度 に より Ca 
NR 2 ワウ ンジ ツウ の 0 へ の 流 人 人 の が 思っ だ た と あえ ん ら 
HS. 財 化 が 起こ ら な か っ た 理由 は 不明 で ある が , 
PZQ や Catt 447747 THLS< OMCs F 
ンジ ウム が 活性 化 さ れる が , 高 濃度 Car+ 液 中 で 
は わずか 20% が 活性 化 き れる に すぎ な いこ と と 関係 
が ある の か も ゃ も 知れ な い . 

本 研究 で は , R= VIL SRB OTEK I 
る 笛 化 は 惹起 きれ な か っ た 。 血小板 や 培養 細胞 の 生 
FEDRE Bb AK = MLB (Imboden et 


al, 1985) で は 卵黄 膜 , ミラ ンジ ウム 外皮 な どの 透 
過 性 を 高め 得 な た い の か も 知れ な い . 

H, これ まで の 役 化 実験 で は 一 部 pH 3.8 まで 
に 低下 し た 貝 卵 保存 液 中 で の 実験 を 強い られ た の で , 
S. mansoni BIND PZQ 刺激 に よる 届 化 の pH に 
ょ る 影響 を 調べ た 結果 , pH 3.8 と pH 7.4 off 
_ 育 液 中 で の 時 化 率 に 有意 の 差 は 認め られ な か っ た . 

著者 の 知る 限り 貴 乳 動物 寄生 性 の 寄生 虫 虫 卵 の 乏 
化 に Ca++ mediated process が 関与 し て いる と 報 
告 し た も の は な い . し か し , 植物 寄生 性 線 虫 の 虫 卵 
ORL’ Catt mediated process が 関与 し て い 
る と され る . 馬 鈴 墓 の 根 に 寄生 する Globodera 
rostochiensis の 上 躍 卵 の 笛 化 の 自然 界 で の 引 金 は 馬 鈴 
著 の 根 の 成分 で ある が , RR と Lat は この 引 金 
に よる 役 化 を 抑制 し , Catt イオ ノ フ ォ ア は 上映 化 を 
促進 する (Atkinson and Ballantyne, 1979). ま た , 
Heterodela ratadiensis の 申 卵 の 身 化 も Ca++ 存在 
下 で 促進 する (Ellenby and Gilbert, 1958). Œf 
KEREI OREO RARR TOS E, (RIED Be 
に よる 時 化 で も Ca*+ mediated process が 関与 し 
て いる の か 人 否 か 興味 深い . 

水中 で の 笛 化 で 卵殻 が 割れ る 機 序 に 関し て (1) 
低 浸透 圧 浴 液 へ の 暴露 に より 貝 卵 内 へ 水 が 流 入 L, 
卵殻 内 容 が 膨張 し 卵殻 が 割れ る (Bair and Etges, 
1973; Kassim and Gilbertson, 1976), (2) 活発 
な 運動 を する ミラ ンジ ウム に より 機械 的 に 卵殻 が 割 
れる (Samuelson, 1984), (3) 活性 化し た ミラ ン 
ジウ ム よ り 財 化 酸素 が 分 消さ れ 卵 殻 が 割れ る 

(Kusel, 1970; Xu and Dresden, 1986) の 3 つの 仮 
説 か 提唱 され て いる . 

PZQ に よる 身 化 で は 機械 的 破壊 と 酵素 に よる 破 
壊 が 考え られ る . 水中 で の 遇 化 に 機械 的 破壊 説 が 唱 
えら れ た 理由 は , 卵殻 内 で ミラ ンジ ウム が 激しく 動 
く こ と と , CREF MSU LARS CRAB 
断面 が 鋭利 平滑 均一 な 厚 さ で , 両 割 面 が 相補 的 で , 
酵素 に よる 破壊 と 考え に くい た め と され て いる 

(Samuelson, 1984). 本 研究 で も Samuelson と 全 
く 同様 な 結果 を 走査 電子 顕微 鏡 の 観察 よ り 得 た が , 
ミラ ンジ ウム の 運動 と 製 傷 断 面 の 構造 の みか ら で 
は , 卵殻 が ミラ ンジ ウム の 運動 に より 割れ た と は い 
いか た いい 
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一 方 , Xu and Dresden(1986) は 住 血 吸虫 卵 の 
騰 化 酵素 と し て Leucine aminopeptidase を 提唱 
L, 水中 で の 虫 卵 の 航 化 が Bestatin で 部 分 的 に 抑 
制 さ れ た と 報じ て いる , 本 研究 で は Bestatin 他 7 
種 の 低 分 子 側 日 分 解 酵 素 イ ン ヒ ビタ ー を 用 いて 
PZQ に よる 野 化 の 抑制 を 試み た が 抑制 は どの イン 
ヒビ ター で も 見 られ な か っ た . 卵殻 に は 小 孔 が 存在 
し て いる の で (Race ef al., 1971; Demaree and 
Hillyer, 1981), 低 分 子 の 試 楽 は 卵黄 膜 まで は 容易 
に 到達 する は ず で ある . し か し , INOS HE 
酵素 に よる も の と し て も , MAER IIRA R EO 
卵黄 膜 を か いし て 作用 する た め , 外 液 に イン ヒビ 
ター を 与え る bioassay HCI, イン ヒビ ター に よ 
る 抑制 を 明確 に 示す こと は で き な い の か も ゃ 知れ な 
いい. 

本 研究 か ら PZQ に よる 役 化 が Cat+ mediated 
process で ある こと , 及び 虫 卵 内 へ の Cat の 流 
入 に より 時 化 が 起こ る こと が 強く 示唆 され た . そし 
て PZQ に よる 野 化 に お ける 卵殻 の 破壊 の 直接 原因 
と し て , 機械 的 破壊 , 酵素 的 破壊 の 2 つが 考え られ 
る が , 結論 を 得 な た か っ た . これ に 関し て は , 今後 の 
人 研究 を 待た ね ば な ら な た ない. 

L, 本 研究 は 自然 界 で 起こ る 水中 で の S. man- 
soni DO BINOMMEIA& Catt が 関与 する 可能 性 を 
MBL TW 4S. 


結 調 

PZQ に より 惹起 され る S mansoni DRIDI 
化 を 観察 し た . S mansoni の 忠 卵 は 生理 食塩 水中 
で は ほとんど 妊 化し な いかが, この 液 に PZA を 加え 
る と , 卵殻 内 で ミラ ンジ ウム が 活発 な 運動 を 始め , 
一 部 の 虫 卵 で は 遇 化 が 起こ る . 虫 卵 を 100zg/ml 
の 濃度 の PZA を 含む PBS(465mOsM) に だ 2 時 間 つ 
け て お お く と , BAND 36% DRE Le. 

PZQ LO BRS SH Lit EGTA(5mM), 
Lanthanum chloride(0.1 一 5mM), Ruthenium 
red(0.5 一 1 mM) で 抑制 され た . Catt 42477 
ォ ア は , PZA と 同じ く <, RAS Fv EV AOE 
動 を 活発 化し , Boe meee SS. Catt イオ ノ 
フォ ア A23187 を 10-4M 含む PBS(365mOsM) 
に 漬かっ た 中 卵 の うち 20% が 2 時 間 以 内 に 役 化 し 


る 


た . RNA BURR CaCl, 液 (112mM) に 漬け る と , 
一 部 の 貝 九 で は 卵 毅 内 の ミラ ンジ ウム が 運動 を 始め 
る が , 財 化 を 起こ すま で は いた ら な か っ た . PZQ 
に より 身 化 し た 卵 帝 の 裂傷 部 は spine Ox PCR 
卵 長 軸 方 向 に 生じ る こと が 多い . 裂傷 部 の 割 面 は 鋭 
く , ほほ 平滑 , 厚 さ 一 様 で , 両面 は 相補 的 で ある . 


rol 


PZQ (CLORMCe RAD MBS ve Ee CM 
制す る こと は で き な か っ た だ . 以上 の 実験 結果 は , 
PZQ に ょ よる 野 化 に は Ca++ mediated process が 
関与 し て いる こと を 強く 示唆 し て いる . し か し , 卵 
殻 の 破壊 の 機 褒 に つい て は 今後 の 研究 を 待た ね ば な 
ら な い . 
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稿 を 終わ る に あたり , 御 懇 篤 な 御 指導 と 御 校閲 を 賜っ た 青木 克己 教授 と , プラ ジカン テル を 
分 与 し て いた だ いた 東京 大 学 医科 学研 究 所 田中 害 教 授 に 深 基 の 謝意 を 捧げ ます . また 実験 に 際 
し て ご 協力 いた だ いた 当 部 門 住 血 吸 虫 研究 班 の 皆様 に 感謝 筆 し ます . 
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